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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

<g) Gerat zur Elektroelution elektrisch geladener Makromolekule 

Elektroelutionsgerat zum Betrieb in einer Elektrophorese- 
kammer und zur Elektroelution von biologischen Makromo- 
lekulen aus Elektrophoresegelabschnitten, bei der die zu elu- 
. lerenden Makromolekule nicht in einem Gel zwiscnenadsor- 
biert, sondern zwischen zwei Polymermembranen in emer 
Falle oesammelt und aus dieserabpipettiert werden konnen. 
Dabei ist die in Richtung der Wanderung der Makromolekule 
erste oderinnere Membran unterderEinwirkung deselektn- 
schen Feldes fur die Makromolekule durchlasstg, wahrend 
unter gleichen Bedingungen die in Wanderungsnchtung 
zweite Membran. namlich die auBere Membran des Elek- 
troelutionsgerStes, fur die Makromolekule undurchlassig ist. 
Nach Abschalten des elektrischen Feldes sind beide Mem- 
branen fur jeden Stofftransport zumindest im wesenthchen 
undurchlassig. 
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Gerat zur Elektroelution elektrisch geladener MakromolekUle 



AnsprUche 



Gerat zur Elektroelution elektrisch geladener MakromolekUle, 
bestehend aus einem quaderf 5rmigen oder scheibenf ormigen 
Korper, in dem mindestens ein von einer Seite des Korpers 
Z ur gegenUberliegenden Seite des K6r P ers durchgehender und 
an beiden Seiten offener Kanal ausgebildet ist 
dest im wesentlichen in der oder parallel Z ur Hauptebene des 
KSrpers verlauft, der zumindest teilweise nach oben offen 
ist und in dem im Bereich zumindest eines seiner be *f" 
Enden quer zur Langsachse des Kanals hintereinanderliegend^ 
^i Begrenzungsflachenelemente vorgesehen sind, die zwischen 

Teh einen als Falle fUr die MakromolekUle dienenden Kanalab- 

schnitt definieren, 

H^durch aekennzei.chnet , 

ITlt beiden Be g renzun g s £ iHche„eie,.en t e Poiyaer^ranen 

Me^an ,«n in C„ rt eines 
reldes iUr Wasser und sieine Xenen und MoleRiUe 
fUr die su elulerenden HaKrOBoiesUle jedoch undurchlassl, ist, 
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wahrend die innere Membran (M2) in Gegenwart eines 

eiektrischen Feldes fiir alle lonen und Molekule, 

also auch fur die zu eluierenden Makromolekttle, durch- 

l&ssig ist./ , . . 

und daB beide Polymermembranen (M1 , M2) in Abwesenhext 
eines einwirkenden eiektrischen Feldes fiir alle lonen 
und Molekule, also insbesondere auch fiir Wasser und Puffer, 
undurchlassig sind. 

Gerat nach Anspruch 1 , 

dadurch gekennzeichnet, 

daB an beiden Endbereichen des Kanals (17) Membranf alien 
(2 ) vorgesehen sind, so daB in der Mitte des Kanals (17) 
zwischen den beiden einander gegenuberliegenden inneren 
Lbranen (M2> eine separate Elutionskammer (18) ausgebil- 
det ist. 

Gerat nach einem der Anspriiche 1 oder 2, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Polymenneiabranen (M1,M2) von Wasser und den ver 

wendeten Putf erlosungen benetzbar sind. 

Gerat nach Anspruch J, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB die Polymermembranen (M1,M2) in, wesentlxchen aus 

Cellulose, Cellulosederivaten, Polyamiden, Polyxmxden 

oder polysulfonen bestehen. 

Gerat nach Anspruch 4., 

dadurch g e k en n z e i c h» e t^ ^ Cellulose ace- 
daB die auBere Membran (Ml ) a Membra n auf der 

tatbasis und die innere Membran (M2) eine M 
Basis von regenerierter Cellulose ist. 
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5 Gerat nach einem der AnsprUche 1 bis 5 . 

' rr^rr, ^ ^r, — b a, r: 

0 f£nungen IS) Oder in FUhrungsschlitze (.3. von oben her in 
L Korper (1) bzw. in dsn Kanal ,.7, einsetzbar Oder exn 
steckbar stnd. 

7. Gerat nach Anspruch 6, 

r,^kennzeichnet durch 

gekennze Elutionsmedxum 
,™inflpst eine Membran (M2) , die xn emci 
Tenta n Hah^n gehalterb isb. ,r in 

zustand paBgenau in eine in ailen 
1,4,15.16) in der Membranebene auzgebildete Schlxtznut (1i) 
einsteckbar 1st. 

8. GerSt nach einem der AnsprUche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , 

d aB die Falle (2) auBen durch eine aus dem Korper ( ) 9 

for mte undurchiassige *— ^"^.^^ von 
bffnung (4) Oder Bohrung auifceist, deren *«i.r D g 
auB en durch die auBere Membran M ^^^^^ 
einem nach axial innen vorgespannten oder 
Rahmen (8) dichtend vor dxe Offnung (4) in 
(3) gepreBt wird. 

9 Gerat nach einem der AnsprUche 1 bis 8, 

dadurch g e k e n n z e i c h n e t . ^ 

SS=£ S S^isr - 

Volumen im Bereich von einigen zehn Millxlitern 



3337669 



10. Go rat nach einem der AnsprUche 1 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB der Rahmen (8) durch eine Spannhiilse (7) , xns 
besondere Gewindehiilse, gegen die Trennwand (3) ge- 
zwungen wird und im Rahmen (8, und der Htilse (7) 
gemeinsam ein Kanal (21) ausgebildet ist, 
der sich stufenlos konisch nach auBen Sffnet. 

, i verwendung des Cerates nach einem der AnsprUche 1 bis 8 zur 
11 * Klektroelution aus Eiektrophoresegeien, - Kon~n 
und zum Entsalzen Oder Umpuf fern von biologischen Makro- 
molekttleh, sowie zum Konzentrieren und Abtrennen von 
positiv geladenen Proteinen. 
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Gerat zur Elektroelutlon elektrisch geladener Makromoleklile 



Beschrelbung 



Die Erfindung betrifft ein GerMt zur Elektroelutlon elektrisch 
geladener Makromolektile der im Oberbegrif f des Anspruchs 1 
genannten Art. 

Speziell betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Elektroelutlon 
in aller Regel elektrisch geladener biologischer Makromolekttle 
. aus Elektrophoresegelen . 

Bin Gerat dieser Art ist aus Analytical Biochemistry 124, 299 bis 
302 (1982) bekannt. Das bekannte Gerat ist ein scheibenfttrmiger 
Quader aus Polyacrylglas, in dem mehrere parallel zueinander 
verlaufende Elutionskanaie in Form von U-Rinnen ausgebildet sind, 
die sich von einer Seite des Quaders bis zur gegeniiberliegenden 
Seite durchgehend und nach oben of fen erstrecken. An einem 
Endbereich jedes der Elutionskanaie sind beutelartig Nylongaze 
eingeftigt, die nach Art eines Filters gegen die Kanalwande her- 
.metisch abgedichtet und mit einem Ad sorptions gel fur die Makro- 
molekUle, beispielsweise DNA, RNA, Proteine oder Lipopolysaccha- 
ride, gefttllt ist. 
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Das Problem der Elektroelution stellt sich bei der Aufarbei- 
tung der Elektrophoresegele, in denen Makromolekiile gebrauch- 
licherweise fraktioniert werden. Das mit der Zielfraktion be- 
ladene Stuck Elektrophoresegel wird ausgeschnitten und in den 
Kanal des Elektroelutionsgerates eingelegt. Das Gerat wird 
dann in eine horizbntale Elektrophoresekammer in der Weise 
eingesetzt, daB das elektrische Feld, das in der Elektropho- 
resekammer erzeugbar ist, parallel zum Elutionskanal des 
Elektroelutionsgerates verlauft. AnschlieBend wird die Elektro- 
phoresekammer so hooh mit Puffer gefttllt, daB die zwischen den 
zueinander parallel verlaufenden Kanalen stehenden Trennwande 
qe rade nicht UberspUlt werden. Bei Einschalten des elektrischen 
Feldes wandern die elektrisch geladenen biologischen Makromole- 
kUle aus dem im Puffer liegenden Elektrophoresegel und werden 
in dem im Nylonbeutel vorgelegten Adsorptionsgel aufgefangen. 
Nach AbschluB der Elution wird das Elutionsgel aus den Nylon- 
beuteln entnommen und auf der Saule aus diesem Adsorptionsgel 
eluiert, und zwar bei Verwendung des gebrauchlichen Malachxt- 
griingels.in aller Kegel mit einer einmolaren Natriunuperchlorat- 
16sung. 

Der Gesamtvorgang dieses Verfahrens, das derzeit das beste nach 
dem Stand der Technik bekannte Verf ahren 1st, benOtigt pro 
ElektrophoresegelstUck ungefahr 40 min und ist durch das wxeder- 
holte Adsorbieren und Eluieren mit spvirbaren Verlusten an 
Zielsubstanz verbunden. Selbst bei AuBeraohtlassung bakterieller 
Verluste muB bei diesem Elutionsverfahren mit einem Gesamtver- 
lust an Zielsubstanz von mindestens ungefahr 25 %, d.h. kann also 
hbchstens mit einer Ausbeute von ungefahr 75 %, bezogen auf das 
Gewicht der MakromolekUle im vorgelegten ElektrophoresegelstUck, 

_ . . Kn cten fur das Zwischenadsorp- 

qerechnet werden. Zudem sind die Kosten fur a 

tiosgel beachtlich. So betragt der Handelspreis fur 25 ml Mala 
chitgrUngel beispielsweise rund DM 350, — . 
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Angesichts dieses Standes der Technik liegt der Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, ein Gerat zur Elektroelution elektrisch ge- 
ladener MakromolekUle, insbesondere biologischer MakromolekUle 
zu schaffen, das eine rasche, verlustfreie und kostengUnstige 
Elution von MakromolekUlen erlaubt, insbesondere aus Elektro- 
phoresegelen. Dabei' sollen in, Sinne dieser Aufgabe und im Sinne 
der vorliegenden Erfindung unter dem Begriff "Eluieren" bzw 
"Elektroelution" auch das "Eluieren" der MakromolekUle aus flUs- 
sigen Phasen unter der Einwirkung eines elektrischen Feldes ver- 
standen werden, insbesondere also ein Konzentrieren von Losun- 
gen, ein Entsalzen oder ein Umfpuffern. 

Zur LSsung dieser Aufgabe schafft die Erfindung ein Gerat zur 
Elektroelution, bei dem gemaB den im kennzeichnenden Teil des 
Anspruchs 1 genannten Merkmalen die Falle fUr die Ziel-Makromole- 
kUle durch zwei Polymermembranen begrenzt bzw. gebildet wird. 
Von diesen beiden Membranen ist, bezogen auf die Langsachse des 
Elutionskanals, die auBere Membran in Gegenwart eines elektri- 
schen Feldes fur kleine lonen und MolekUle, insbesondere fur 
Puffer -und Wasser, durchlassig, fUr die zu eluierenden Makro- 
molekUle jedoch undurchlassig. Die in diesem Sinne innere Mem- 
bran ist dagegen.fUr .11. lonen und MolekUle, also *"""<^ 
auch fUr die zu eluierenden MakromolekUle durchlassig, wenn sie 
in einem elektrischen Feld liegt. Bei abgeschaltetem elek ^^ 
schen Feld sind dagegen beide Membranen fur alle lonen und Mole- 
kUle gleichwelcher GroBe undurchlassig, slnd also insbesondere 
praktisch wasserdicht. Bei aufgefUlltem Elektroelutionsmedium 
Td eingeschaltetem elektrischen Feld werden also die Makromole- 
kUle aus dem beispielsweise vorgelegten ElektrophoresegelstUck 
herausgezogen, wandern in Richtung des elektrischen Feldes, in 
aller Kegel auf den positiven Pol zu, durch die innere Membran 
hindurch und werden auf der Innenseite der auBeren Membran fest 
• glhalten und gesanuuelt,also konzentriert, wMhrend die ^fferionen 
Lch diese Membran hindurch in die Elektrophoresekammer hinein 
wandern. 

\ 
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in der Elektrophoresekammer wird das Gerat gemaB der Erfindung 
in gleicher Weise wie das eingangs beschriebene bekannte Gerat, 
zum Betrieb eingesetzt. Nach AbschluB des Elutionsvorganges 
wird das elektrische Feld kurzfristig vorzugsweise 10 bis 
15 s, umgepolt, so daB die auf der Innenflache der auBeren 
Membran gesammelten und ggf . zum Teil auch adsorbierten 
Makromolekiile von der Membranoberf lache abgelSst und 
in den Fallenraum hinein freigegeben werden. 

Hit diesem Gerat wird fur die Elektroelution eines Elektro- 
phoresegelstttcks eine Zeit von nicht mehr als 5 min ben6tigt. 
Dabei betragt die Ausbeute an eluierten Makromolekulen 
mindestens 90 % und bis zu praktisch 100 %. Diese Ausbeute 
kann dadurch erzielt werden, daB als innere Membran eine 
Membran eingesetzt wird, die wasserdicht und damit also 
zusatzlich bakteriendicht ist, d.h. also keine Bakterien 
aus dem Elutionskanal oder der Elutionskammer in die Falls 
Ubertreten IMBt. Wenn die Falle zuvor sorgfaltig sterilisiert 
wurde, kann auf diese Weise ein Verlust an Makromolekulen 
durch BakterienfraB, der bei alien bekannten Elektroelutions- 
verfahren erhebliche AusmaBe annehmen kann, ausgeschaltet 
werden . 

Membranen, die die vorstehend genannten Anforderungen erfullen, 
sind in groBer Vielfalt und in den verschiedensten Ausbil- 
dungen im Handel erhaltlich. vorzugsweise werden Polymer- 
membranen verwendet, die auf Basis von Polymeren aufgebaut 
sind, die von Wasser und den verwendeten Puffer lGsungen 
benetzt werden kannen, wie insbesondere Cellulose, Cellulose- 
derivate, Polyamide, Polyimide und Poly sulf one; Vorzugs- 
weise verwendet man fur die auBeren Membranen solche aus 
Celluloseacetaten und fur die inneren Membranen solche aus 
regenerierter Cellulose. Solche Membranen sind beispiels- 



W eise von der Anmelderin unter den Typehbezeichnungen RAB 
oder RCB fur die auBere Merobran und RSB fUr die innere 
nrer^lich. Die hier ve^endbaren Celiulose^ranen 
sind jedoch auch von jedem anderen Hersteller in groBer 
Auswahl beziehbar, Dabei sollte die innere Membran erne 
mittlere PorengroBe im Bereich von ungefahr ~0,2 nm 
aufweisen, insbesondere eine PorengroBe im Bereich von 
0,05 bis 0,20 p. naben, und sollte die auBere Me^bran 
fir Makromolektile mit einem Molekulargewicht von groBer als 
unqefahr 1000 undurchlassig sein. Dabei versteht sxch 
r e docn\on selbst, daB solche Angaben lediglich als Rrcht- 
ierte zu betrachten sind, die der Anwender nach MaBgabe 
L r jeweils zu losenden Aufgabe ohne weiteres abandem 



kann und wird. 



Ma =h eine, *„s,estal t un, der Erfindung Bind die 

^ w a nQ auBere Membran gebildeten MaKro 

Elutionskanals vorgesehen, so daB zwiscnen geDarate 
umpuffernng der Makromolekttllosung eroffnet. 

Di e Me— sind 7^— ^ 

dnrch ein Einstecken oa reratekSrpers durchf ilhrbar . 

de FUhrungen Oder Ausnehmungen des G « kte ^ dabel 

ver allem «r die innenliegenden Meaoranen 
. ais begueu, praktisch und »~>-***°^™^ lt ^ werk- 
wenn die innere Me^ran .it eine„ Bah«» ' "^nen J unge . 
sto££ uugeben ist, »obei dieser Ealmen i» «°« 
q „olienen Sustand paBgenau in eine nach oben of 
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SchlitzfUhrung einschiebbar ist. Nach dem AuffUllen der Elu- 
tioskammer mit Elutionsmedium bzw. nach dem Einsetzen des Ce- 
rates in die horizontale Elektrophoresekammer umspiilt das Elu 
tionsmedium den Rahmen und IMBt diesen aufquellen, so daB die 
innere Membran wie ein Filter dicht in die Kanalwande einge- 
spannt ist. 

Die auBere Membran, die auch ungerahmt verwendet werden kann, 
liegt vorzugsweise von auflen her an einer Trennwand an, die die 
Palle nach axial auBen begrenzt. In dieser massiven Trennwand 
ist eine zentrale Bohrung fiUr den Ionenstromdurchgang vorgesehen, 
die durch die Membran abgedeckt wird. Dabei wird die Membran 

durch einen Rahmen gegen die Trennwand und Uber das Loch 
gespannt bzw. gepreBt, der seinerseits nach axial innen, 
bezogen auf den Kanal des GerStes, beaufschlagt ist, beispiels- 
weise durch eine Druckfeder Oder eine Spannschraube Oder 
Spannschraubenhttlse. Dabei kann die Abdichtung der Sufleren 
Membran gegen diese Trennwand zusMtzlich durch einen oder 
mehrere Dichtungsringe oder Dichtungskanten verbessert werden. 
Dabei ist in dem Rahmen und in der Spannschraubenhiilse vorzugs- 
weise ein stufenloser Kanal ausgebildet, der sich konisch nach 
auflen bffnet, um die Bildung von Gasblasen zu vermeiden. 

Der K6rper des GerMtes gem. der Erfindung ist vorzugsweise 
aus einem inerten Kunststoff hergestellt, beispielsweise aus 
einem Polycarbonat oder aus einem Acrylglas. Der Kunststoff 
ist vorzugsweise autoklavierbar . 

Die Erfindung ist im folgenden anhand eines Ausf uhrungsbei- 
spiels in Verbindung mit den Zeichnungen naher erl&utert. 
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Es zeigen: 

Fig. 1 



Fig. 2 



Fig. 3 



Fig. 4 



Fig. 5 



in Drauf sicht ein Ausf uhrungsbeispiel 
des Elektroelutionsgerates ohne Membra- 



nen; 



einen Schnitt nach II-H in Fig. 1; 

eine schematische Darstellung zur Wir- 
kungsweise des in den Figuren 1 und 2 
gezeigten Gerates. 

ein weiteres Ausf iihrungsbeispiel 
desElektroelutionsgerates in 
Teildarstellung und in Drauf sicht; 

und 

das in Fig. 4 gezeigte GerSt im 
Axialschnitt . 



I„ der Fig. 1 1st in Draufsicht ein Ausf Uhrung «**^ 
elutionsgerates gen. der Erfindung, genauer gesagt der KBrper 
einSs solchen Gerates, dargestellt. Die Fig. 2 zeigt dieses 
^ubLgsbeispiei i. Axialscbnitt , wobei in der 
Fig 2 auf der linken Seite die auBere Membran M1 und dxe innere 
Fig. 2 aur a besteht aus durchsichti- 

Membran M2 exngesetzt sxnd. Der Kdrp Celluloseacetatmembra n, 
aem Polycarbonat. Die Membran M1 ist eine Ceiiuios 
. die L HoleKOle I* eine,» MoieKu^ewicht „. ^er £ 000 
nndnrchlassig ist, und zwar aueh in Gegenwart ernes elektrischen 
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Feldes. Die innere Membran M2 ist eine einfache Cellulose- 
membran mit einer PorengrSBe von 0,2 urn. Der zwischen den 
Membranen M1 und M2 definierte und abgegrenzte Raum dient 
als Falle 2 fttr die zu eluierenden Makromolektile. Nach axial 
auBen ist die Falle 2 durch eine Trennwand 3 begrenzt, 
die einstttckig aus dem Korper 1 ausgeforrat ist. In der 
Trennwand 3 ist eine relativ groBe Offnung 4 vorgesehen, 
die die freie Verbindung zwischen der Falle 2 und der Ura- 
gebung gewahrleistet. Speziell Sffnet sich die Offnung 4 
in eine Ausnehmung oder Vorkammer 5, die nach oben of fen 
ausgeschnitten und axial zur Stirnseite des KSrpers 1 uber 
eine Bohrung geSffnet ist, die ein Innengewinde 6 aufweist. 
Diese Vorkammer 5 ist vorzugsweise wahrend des Betriebes 
der Apparatur mit Luft geftillt. Zu diesem Zwecke muB die 
Spannhulse 7 mit dem AuBengewinde dergestalt geformt sein, 
daB nach dem Einschrauben in das Innengewinde 6 Wasser- 
dichtigkeit nach auBen, also in die Vorkammer 5 hinein, 
erreicht wird. In die Spannhulse 7 ist axial innen ein 
Spannrahmen 8 eingesteckt und aufgesteckt, der an den 
Seitenwanden 9, 10 der Vorkammer 5 gegen Verdrehen ge- 
sichert gefUhrt ist. Der Spannrahmen 8 besitzt eine umlau- 
fende Dichtungs-Schneidkante, die in ihrem lichten 
Durchraesser etwas grOBer ist als der Durchmesser der offnung 
4. Schraubt man die Spannhiilse 7 mit eingesetztem Spann- 
rahmen 8 in den KSrper 1 ein, so wird der Spannrahmen 8 auf 
die Trennwand 3 zu geftihrt. Dabei wird die von oben einge- 
setzte Membran M1 fest und die offnung 4 dichtverschlieBend 
zwischen dem Spannrahmen 8 und der Trennwand 3 eingespannt. 
Mithilfe der Dichtungs-Schneidkante 21 wird hier die Membran 
M1 selbst als Dichtung eingesetzt. 

Eine mit der offnung 4 fluchtende offnung 12 im Spannrahmen 8 
gewahrleistet den freien StromfluB durch die Membran M1 
hindurch. Die offnung 12 im Spannrahmen sowie die aus- 
schlieBende offnung 21 in der Spannhulse bilden einen 



Kb 
- sr - 



3337669 



zylindrischen Kanal (Pig. 2) oder erweitem sich vorzugs- 
welse nach aufien konlsch (Fig. 5) und verhindern so das 
Hangenbleiben von Gasblasen vor der Membran M1 . In das 
Innengewinde 6 ist die Spannhulse 7 mit AuBengewinde ein- 
schraubbar, in die axial innen teleskopartig der Spannrahmen 
8 eingesteckt und aufgesteckt ist, der an den Seitenwanden 
9,10 (Fig. D der Vorkammer 5 gegen Verdrehung gesichert 
gefiihrt ist. Durch Einschrauben der Spannhulse 7 wird 
der Spannrahmen 8 auf die Trennwand 3 zu gefiihrt bzw. 
auf diese gezwungen. Dabei 1st die von oben in die Vor- 
kammer 5 einsetzbare auBere Membran Ml fest und die Offnung 

4 dicht verschlieBend zwischen dem Spannrahmen 8 und der 
Trennwand 3 eingespannt. Die Dichtheit dieser Einspannung 
kann durch zusatzliche Dichtungsringe 11 verbessert werden. 
Eine mit der Offnung 4 fluchtende Offnung 12 im Spannrahmen 
8 gewahrleistet den freien Stromf luB durch die Membran M1 
hindurch. Durch das Freihalten der Vorkammer 5 von Fliis- 
sigkeit laBt sich die Dichtheit der Fall 2 zur Vorkammer 

5 optimal iiberwachen und laBt sich die Ausbildung von 
Kriechstronpfaden ausschlieBen. 

Nach axial innen ist die Grenze der Falle 2 durch eine 
nach oben offene U-f5rmige Schlitznut 13 festgelegt, in 
die die innere Membran von oben her einsteckbar ist. 
Die U-formige Schlitznut 13 ist dabei sowbhl in den 
SeitenwMnden 14,15 als auch in der Sohle 16 des Kanals 17 
ausgebilde t . 

-Die Membran M2 ist mit einem rahmenartigen Randbereich 
versehen, der in trockenem Zustand paBgenau in die Schlitznut 
13 einsetzbar ist. Beim Einbringen von Elutionsmedium in 
den Kanal 17 quillt der Rahmen der Membran M2 auf, so daB 
die Membran in der Schlitznut 13 mit hermetisch dichtem 
PreBsitz gehaltert ist. 
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Zwischun den buidcn inneren Membranen M2 ist oin Abschnitt 
dos durchgehenden Kanals 17 durch diese Membranen abgetrennt, 
der als Elutionskammer 18 dient. Einerseits steht die Elutions- 
kammer 18 iiber die Membranen M1 und M2 und die Offnungen 4 und 
12 elektrisch mit dem Auflenelektrolyt der Elektrophoresekammer 
in Verbindung, ist andererseits jedoch hydrodynamisch und 
chemisch von der Umgebung soweit abgetrennt, daB die Elutions- 
kanuner 18 durchaus mit einem Elektrolyt oder Puffer gefiillt 
werden kann, der eine wesentlich andere Zusammensetzung als der 
in der Elektrophoresekammer verwendete Elektrolyt hat. 

Zum Betrieb wird das zu eluierende Gelstuck, das die Makromole- 
kiile enthalt, in die Elutionskanuner 18 des Elektroelutionsge- 
rates eingelegt. Die beiden Fallen 2 und die Elutionskammer 18 
werden dann mit einem stark verdUnnten Puffer oder mit destillier- 
tem Wasser gefiillt, und zwar in der Weise, daB der Spiegel 19 
(Fig. 3) des eingefullten Mediums dicht unterhalb des Oberkante 
20 (Fig. 2) der Kammer 18 bzw. des Korpers 1 steht. Das Gerat 
wird dann. in eine horlzontale Elektrophoresekammer eingesetzt, 
die so weit mit Pufferiasung gefiillt wird, daB der Spiegel der 
PufferlSsung in der Elektrophoresekammer zumindest im wesentli- 
chen gleichhoch wie der Spiegel 19 in der Elutionskammer steht. 
Dabei kann jedoch die Konzentration der Pufferlosung in der 
Elektrophoresekammer wesentlich groBer, in der Regel 10 bis 
100 mal gr8Ber,als die Konzentration des Puffers im Elutionsmedium 
sein. 

Das Elektroelutionsgerat wird dabei weiterhin so in die Elektro- 
phoresekammer eingesetzt, daB das in der Elektrophoresekammer 
erzeugbare elektrische Feld zumindest im wesentlichen parallel 
zum Kanal 10 verlauft. Dies ist schematisch in der Fig. 3 dar- 
gestellt. Dabei bedeuten in der Darstellung der Fig. 3 die mit 
einem groBen Kreis umgebenen Minuszeichen negativ geladene 
Makromolektile, wahrend die mit einem kleinen Kreis umgebenen 
Pluszeichen und Minuszeichen die Pufferionen bedeuten. In Gegenwart 
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des elektrischen Feldes, dessen Poluhg in der aus Fig. 3 er- 
sichtlichen Weise vorgenommen sei, wandern die Ionen in die 
in der Fig. 3 durch kurze Pfeilspitzen dargestellten Richtungen, 
namlich die positiven Pufferionen zum negativen Pol und die 
negativen Pufferionen und die negativ geladenen Makromolektile 
zum positiven Pol des einwirkenden elektrischen Feldes. Dabex 
treten samtlich negativ geladenen Teilchen durch die Membran 
2 hindurch in die Falle 2 ein. Wahrend dann jedoch unter der 
Einwirkung des Feldes die negativ geladenen Pufferionen auch 
durch die auBere Membran M1 hindurchtreten und dadurch in den 
Puffer der Elektrophoresekammer ttbergehen, werden die elektrisch 
geladenen Makromolektile auf der axial innenliegenden Oberflache 
der auBeren Membran M1 zurtickgehalten. 

Auf diese Weise werden allmahlich alle elektrisch geladenen 
Makromolektile auf der Membran M1 gesammelt. Nach Absch luB der 
Elution und tJberftihren aller elektrisch geladener Makromolektile 
aus der Elutionskammer 18 in die Falle 2 wird das Feld fur ca. 10 
bis 15 s umgepolt, so daB die auf der auBeren Membran M1 ge- 
sammelten Makromolektile freigegeben werden und in die Falle 
2 hineinwandern. Von dort k6nnen sie beispielsweise mit einer 
Mikropipette mtihelos von oben in hoher Konzentration entnommen 
. werden. 

Das volumenverhaltnis zwischen jeder einzelnen Falle 2 und 
der Elutionskammer 18 betragt ungefahr 1:100. Da die Falle 
2 jedoch nicht so schmal ausgebildet werden darf , urn nicht mehr 
beispielsweise mit einer Pipette zuganglich.zu sein, wird die 
volumenverminderung in der aus Fig. 2 ersichtlichen Weise durch 
eine Anhebung der Sohle Oder des Bodens der Falle 2 gegentiber 
der Sohle der Elutionskammer 18 bewirkt. 
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Alternativ kann das Volumen der Falls dutch die aus den 
Figuren 4 und 5 erkennbaren MaBnahmen verkleinert werden, 
namlich dadurch, daB die Falle 2 mit rundem Querschnitt 
und sich nach unten konisch verjungend ausgebildet ist. 

Das in den Figuren 4 und 5 dargestellte weitere Ausftihrungs- 
beispiel des Elektroelutionsgerates unterscheidet sich von 
dem in den Figuren 1 und 2 gezeigten Gerat weiterhin dadurch, 
daB der durch die Offnung 12 im Spannrahmen 8 und das Innere 
der Spannhiilse 7 definierte Kanal 21 stufenlos und glattwan- 
dig sich nach auBen Sffnend ausgebildet ist. Dadurch wird 
verhindert, daB sich im Kanal 21 Gasblasen bilden oder 
festsetzen und dadurch die elektrischen stromverhaltnisse 
verandern. 

AuBerdem ist bel dem in Flgur 5 gezeigten Spannrahmen 8 eine 
Schneidringkante 22 ausgebildet, die die Membran M3 gegen die 
AuBenseite der Trennwand 3 dichtend zwingt. 
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FIG. 5 
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